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57© Resumen:
Procedimiento de optimización de los oligonucleótidos y
de las condiciones de amplificación mediante PCR para
RACE (5’ and 3’-rapid amplification of cDNA ends).
La presente invención describe un procedimiento para op-
timizar los oligonucleótidos y las condiciones de amplifica-
ción mediante PCR usadas para RACE, al clonar un gen
de interés/fragmento de cDNA problema en una construc-
ción genética que incluye las secuencias correspondien-
tes a los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE flanquean-
do el sitio de clonación del gen de Interés/fragmento de
cDNA problema. Este procedimiento permite comprobar
así la compatibilidad de los oligonucleótidos necesarios
para la amplificación del gen de interés/fragmento de cD-
NA problema con los oligonucleótidos 5’-RACE and 3’-
RACE y las condiciones óptimas de la reacción de PCR;
actuando de esta forma como un proceso de control pre-
vio al experimento RACE propiamente dicho.
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DESCRIPCIÓN
Procedimiento de optimización de los oligonucleótidos y de las condiciones de amplificación mediante PCR para
RACE (5’ and 3’-rapid amplification of cDNA ends).
Sector de la técnica
La presente invención, que describe un procedimiento de optimización de oligonucleótidos y de las condiciones de
amplificación mediante PCR para RACE, se encuadra en el sector Biotecnológico, con aplicación a la investigación
básica y aplicada en biología molecular y biotecnología en general.
Estado de la técnica
La obtención de la secuencia completa de un ácido desoxirribonucleico complementario (cDNA) correspondiente a
un determinado ácido ribonucleico mensajero (mRNA) es muchas veces difícil utilizando el método tradicional basado
en protocolos de hibridación con sondas específicas en librerías de expresión. Sin embargo, la técnica del RACE (del
inglés “Rapid Amplification of cDNA Ends”), es un método efectivo para obviar esta dificultad.
La técnica del RACE es un procedimiento usual para la clonación de la secuencia completa de un cDNA a partir de
una secuencia parcial conocida previamente (secuencia problema), utilizando tecnología basada en la reacción en cade-
na de la polimerasa (PCR). El RACE puede emplearse para la clonación de la región 5’ ó 3’ del cDNA completo. Am-
bos procedimientos son muy similares conceptualmente. El 5’- RACE se inicia a partir del mRNA que sirve de molde
para la síntesis de una hebra de cDNA, en cuyo extremo 3’ (equivalente al extremo 5’ del RNA original) se inserta una
secuencia de DNA específica. La región 5’ de interés es entonces amplificada usando una pareja de oligonucleótidos
que hibriden con esta secuencia específica y otra contenida en el fragmento del cDNA problema. El 3’-RACE se basa
en un procedimiento similar al descrito anteriormente, pero la incorporación de la secuencia de DNA extra se realiza en
este caso en el extremo del cDNA correspondiente al 3’ del mRNA de partida. La amplificación de la región 3’ se reali-
za usando una pareja de oligonucleótidos que hibriden con la secuencia de DNA extra y otra contenida en el fragmento
del cDNA problema. Existen protocolos concretos que usan varias secuencias contenidas en el cDNA para realizar am-
plificaciones sucesivas con oligonucleótidos internos (o “nested oligonucleotides”) y aumentar así la especificidad. El
RACE fue descrito inicialmente por el grupo deMartín (FrohmanMA, DushMK yMartín GR. 1988. Rapid production
of full-length cDNAs from rare transcripts: amplification using a single gene-specific oligonucleotide oligonucleótido.
Proc Natl Acad Sci U S A 85: 8998-9002), y en la actualidad se cuentan por miles los artículos publicados que emplean
dicha técnica. Asimismo, existen múltiples protocolos en manuales de consulta de biología molecular tales como Mo-
lecular Cloning, a Laboratory Manual (Sambrook J y Russell DW (2001) Molecular cloning, a laboratory manual.
CSHL Press, New York. Volumen 2, Páginas 8.54-8.65) y Current Protocols in Molecular Biology (Current Protocols
in Molecular Biology (1998). John Wiley & Sons. Páginas 15.6.1-15.6.10).
En Internet, existen más de 4000 páginas que se refieren a esta técnica. También existen diversos sistemas comer-
ciales de RACE. Por ejemplo, GibcoBRL dispone de un sistema 3’-RACE (3’RACE system for rapid amplification
of cDNA ends; Cat. No. 18373-019), y un sistema 5’-RACE (5’RACE system for rapid amplification of cDNA ends,
versión 2.0; Cat. No. 18374-058). Estos sistemas de GibcoBRL se basan en la extensión de una cola poli-C en el ex-
tremo 3’ de la primera hebra de cDNA. Esta cola poli-C sirve entonces de molde para la unión de un oligonucleótido
con una secuencia de DNA específica “upstream” a una región poli-G. El sistema de 3’-RACE de GibcoBRL usa
como cebador para la síntesis de la primera hebra de cDNA un oligonucleótido oligodT que contiene una secuencia
específica de DNA.
Invitrogen dispone de sistemas 3’-RACE y 5’-RACE englobados en su GeneRacer Kit (Cat No. L1502-01). Su
tecnología se basa en el tratamiento del mRNA de partida con una fosfatasa que elimina los grupos fosfato presentes
en el extremo 5’ de los mensajeros parcialmente degradados, de modo que sólo aquellos con secuencia completa
son susceptibles de mantener su extremo 5’ modificado covalentemente (“cap”). Después, el mRNA se trata con una
pirofosfatasa que elimina este “cap” del mRNA íntegro dejando un grupo fosfato en posición 5’ al cual se le puede
ligar un oligo de RNA con una secuencia específica que servirá para el proceso de amplificación propio de la técnica
RACE. El mRNA así tratado se usa finalmente como molde para la síntesis de una hebra de cDNA usando un oligo
poli-T con una secuencia específica en su extremo 5’ (que servirá para realizar el 3’-RACE).
El sistema de RACE que Ambion posee está basado en la misma estrategia usada por Invitrogen (First ChoiceTM
RLM-RACE Kit; Cat. No. 1700).
Por su parte, Clontech dispone de un sistema para 5’-RACE y 3’-RACE (SMARTTM RACE cDNA amplification
kit; Cat. No. K1811-1) que emplea una transcriptasa reversa modificada que añade varios Cs en el extremo 3’ de la
primera hebra del cDNA (el cual se sintetiza usando un oligonucleótido oligodT con una secuencia conocida en su
región 5’). De este modo, la región poli-C así generada sirve de molde para un oligonucleótido de secuencia conocida
con un extremo poli-G en su cola 3’ que confiere la secuencia específica para el RACE.
Por último, Roche usa un sistema para 5’-RACE y 3’-RACE (5’13’ RACE Kit; Cat. No. 1 734 792) basado en la
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La técnica del RACE no siempre permite amplificar correctamente una secuencia de mRNA y obtener las ban-
das correspondientes al amplificón esperado. Este hecho puede tener distintas explicaciones. Una de ellas es que la
muestra problema inicial utilizada no presente mRNA. Otras explicaciones son que el mRNA puede estar degradado
o formar una estructura secundaria que impide la unión de los oligonucleótidos con el mismo, que los oligonucleó-
tidos diseñados no sean específicos para la zona en cuestión para la cual fueron diseñados, que los oligonucleótidos
utilizados no son compatibles entre sí. La posible incompatibilidad entre los oligonucleótidos específicos de nuestra
secuencia problema y los oligonucleótidos RACE, se puede deber a que las condiciones óptimas para el proceso de
hibridación entre los oligonucleótidos y el cDNA problema sean distintas, entre otros, que la temperatura óptima de
annealing no sea la misma, que la concentración óptima de magnesio necesaria para el funcionamiento de la enzima
Taq DNA polymerasa sea distinta, que formen oligonucleótidos-dimers entre sí, etc.
Los vectores que se encuentran disponibles en el mercado para la clonación de DNA presentan en su estructura,
entre otras características, un origen de replicación, resistencia a antibióticos y un polylinker. En el polylinker encuen-
tran los sitios de reconocimiento para enzimas de restricción y es donde se inserta la secuencia de DNA que se quiere
clonar. Para insertar la secuencia de DNA problema en el vector, éste es cortado con una de las enzimas de restricción
presentes en el polylinker, así como la secuencia de DNA problema, que también es previamente tratada con la mis-
ma enzima. De este modo, las extremidades de ambas estructuras son compatibles y es posible la hibridación de las
mismas (vector-DNA problema) y la posterior ligación de las mismas (Sambrook J y Russell DW (2001) Molecular
cloning, a laboratory manual. CSHL Press, New York. Volumen 1, Páginas 1.1-1.170).
Otro tipo de vectores comercializados son los que se caracterizan por estar cortados con extremos romos a los
cuales se les ha añadido un nucleótido timina (T) en posición 3’, y que permiten clonar directamente el DNA problema
proveniente de bandas de PCR. Esto se debe al hecho de que en una reacción de PCR, la enzima DNA polimerasa al
copiar una cadena de DNA siempre añade al extremo 3’ de la cadena recién formada un nucleótido adenina (A). De
esta forma, al adicionar la cadena de DNA problema proveniente de una reacción de PCR, que contiene una adenina
en las extremidades 3’, al vector cortado que presenta una timina en las extremidades 3’, estos se unen dando origen
a un vector circular. Este tipo de vector comercializado puede contener los sitios de reconocimiento para enzimas
de restricción, que se encontrarían en los extremos del mismo, y que permitirían la rápida subclonación del DNA
problema (Papp et al. (1995) Cloning of PCR fragments with a modified M13mp18 T-vector. Trends Genet 11: 169).
Descripción de la invención
Descripción breve
La presente invención tiene como objetivo buscar soluciones para un problema que se plantea con relativa frecuen-
cia al emplear la técnica de RACE. Este problema se basa en que los oligonucleótidos que se diseñan a partir de la
secuencia del gen de interés/fragmento de cDNA problema, utilizados para la amplificación, pueden no ser compati-
bles con los oligonucleótidos 5’ o 3’ usados para la amplificación del cDNA completo (oligonucleótidos 5’-RACE y
3’-RACE), impidiéndose así la amplificación del cDNA de interés. Hasta la actualidad no se ha descrito un modo para
comprobar la compatibilidad de estos oligonucleótidos.
Esta invención se basa en un procedimiento propuesto por el inventor, para optimizar los oligonucleótidos y las
condiciones de amplificación mediante PCR usadas en RACE. Este procedimiento se basa en el hecho de que un vector
de clonaje/expresión que contiene los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE flanqueando el gen de interés/fragmento
de cDNA problema, permite generar un amplificón específico cuando los oligonucleótidos diseñados son compatibles
con los oligonucleótidos RACE y las condiciones de amplificación mediante PCR son óptimas. De esta forma es
posible optimizar las condiciones de amplificación mediante PCR que originan una banda específica, evitando la
inespecificidad de hibridación entre los oligonucleótidos, y asegurándose así el éxito cuando se pretenda llevar a cabo
el experimento de RACE.
Un objeto de la presente invención lo constituye un procedimiento para optimizar los oligonucleótidos y las condi-
ciones de amplificación mediante PCR, usadas para RACE, al clonar un gen de interés/fragmento de cDNA problema
en una construcción genética que incluye los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE flanqueando las extremidades del
gen de interés/fragmento de cDNA problema.
Un objeto de la presente invención lo constituye un procedimiento para optimizar los oligonucleótidos y las con-
diciones de amplificación mediante PCR, usadas para RACE, que engloba los siguientes pasos:
a) clonaje del gen de interés/fragmento de cDNA problema en una construcción genética que comprende
los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE flanqueando las extremidades del gen de interés/fragmento de
cDNA problema;
b) amplificación de fragmentos de DNA mediante PCR a partir del vector citado en el apartado a), usando un
oligonucleótido de secuencia conocida del gen de interés/fragmento de cDNA problema y otro correspon-
diente al 5’-RACE o al 3’- RACE;
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Un objeto adicional de la presente invención lo constituye una construcción genética de la presente invención
que es constituida por una secuencia de nucleótidos, en el cual se puede clonar cualquier gen de interés/fragmento de
cDNA problema, y cuyas extremidades están flanqueadas por los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE y que permite
comprobar la compatibilidad entre los oligonucleótidos necesarios para la amplificación del gen de interés/fragmento
de cDNA problema y las condiciones óptimas de amplificación mediante PCR.
Un objeto particular de la presente invención lo constituye una construcción genética en que la secuencia de
nucleótidos, en la cual se puede clonar cualquier gen de interés/fragmento de cDNA problema, y que se encuentra
flanqueada por los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE usados para la amplificación por PCR, corresponde a un
polylinker.
Un objeto particular de la presente invención lo constituye un vector de clonaje/expresión de estructura circular
y cerrada que comprende la construcción genética de la presente invención, descrita anteriormente, y que ha sido
denominado vector “sense” de tipo A.
Otro objeto particular de la presente invención lo constituye un vector de clonaje/expresión similar al vector de tipo
A pero con el polylinker en orientación antisentido, para minimizar la posibilidad de que el gen de interés/fragmento
de cDNA problema sea clonado en orientación antisentido. Este tipo de vector se denomina vector “antisense” de tipo
A.
Otro objeto particular de la presente invención es una construcción genética en que las secuencias de oligonucleó-
tidos 5’-RACE y 3’-RACE y los sitios de restricción están flanqueando una zona de clonaje cortada con extremos
romos a los que se añade una T en posición 3’.
Otro objeto de la presente invención es un vector de clonaje/expresión de estructura linear y abierta que comprenda
la anterior construcción genética y que el sistema formado permita clonar directamente el gen de interés/fragmento
de cDNA problema, obtenido mediante PCR, en el vector y realizar los ensayos para optimizar la amplificación y
asegurar el éxito de la técnica RACE. Este tipo de vector “sense” lo denominamos de tipo B.
Otro objeto particular de la presente invención es un vector de clonaje/expresión similar al vector de tipo B descrito
anteriormente pero con dianas de restricción únicas flanqueando el sitio de donación en orientación antisentido, para de
esta forma minimizar la posibilidad de que el gen de interés/fragmento de cDNA problema sea donado en orientación
antisentido. Este tipo de vector se denomina vector “antisense” de tipo B.
Un objeto particular de la presente invención lo constituye un vector de clonaje/expresión de la presente invención
que incluye, entre otros, a un plásmido, aunque podrían ser también cósmicos, fagos, y derivados.
Un objeto adicional de la presente invención lo constituye el uso de la construcción genética de la presente in-
vención para el chequeo del grado de compatibilidad de diversos oligonucleótidos, diseñados a partir de la secuencia
del gen de interés/fragmento de cDNA problema, con los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’- RACE. De esta forma, es
posible optimizar los oligonucleótidos y las condiciones de amplificación mediante PCR usadas para RACE.
Otro objeto adicional de la presente invención lo constituye el uso del vector de clonaje/expresión, que comprende
la construcción genética de la presente invención, para el chequeo del grado de compatibilidad de diversos oligonucleó-
tidos, diseñados a partir de la secuencia del gen de interés/fragmento de cDNA problema, con los oligonucleótidos
5’-RACE y 3’-RACE. De esta forma, es posible optimizar los oligonucleótidos y las condiciones de amplificación
mediante PCR usadas para RACE.
Descripción detallada
Esta invención se basa en un procedimiento propuesto por el inventor, de chequear las combinaciones de oligonu-
cleótidos utilizados para la amplificación de un gen de interés/fragmento de cDNA problema, para de esta forma evitar
incompatibilidades entre los mismos. Para esto, el inventor ha introducido el gen de interés/fragmento de cDNA pro-
blema en una construcción genética cuyas extremidades están flanqueadas por las secuencias de oligonucleótidos 5’-
RACE y 3’-RACE, utilizados en el proceso de amplificación. De esta forma es posible estudiar si los oligonucleótidos
específicos del gen de interés/fragmento de cDNA problema son compatibles con los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-
RACE, optimizando las condiciones de PCR capaces de generar un amplificón específico. La obtención de un ampli-
ficón con el tamaño esperado, cuando se utilizan oligonucleótidos compatibles, garantiza el éxito cuando se pretenda
llevar a cabo el experimento de RACE. La posible incompatibilidad entre los oligonucleótidos específicos de nuestra
secuencia problema y los oligonucleótidos RACE, se puede deber a que las condiciones óptimas para el proceso de
hibridación entre los oligonucleótidos y el cDNA problema sean distintas.
Algunos de los parámetros que pueden influir en el proceso de hibridación son la secuencia de los oligonucleótidos
diseñados específicos del DNA, la temperatura óptima de hibridación del oligonucleótido al cDNA, la concentración
óptima de magnesio necesaria para el funcionamiento de la enzima TaqDNA polymerasa, entre otros. La amplificación
del cDNA en las condiciones óptimas de estos parámetros evita inespecificidad de hibridación entre los oligonucleó-
tidos. La inespecificidad de hibridación puede dar origen a dímeros de oligonucleótidos, o inespecificidad en la unión
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La presente invención proporciona un procedimiento para optimizar los oligonucleótidos y las condiciones de
amplificación mediante PCR usadas para RACE, al clonar un gen de interés/fragmento de cDNA problema en una
construcción genética que incluye los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE flanqueando las extremidades del gen de
interés/fragmento de cDNA problema. Este procedimiento permite así, comprobar la compatibilidad entre los oligo-
nucleótidos necesarios para la amplificación del gen de interés/fragmento de cDNA problema, actuando de esta forma
como un proceso de control previo al experimento RACE propiamente dicho.
Tal como se utiliza en la presente invención, la expresión “optimizar los oligonucleótidos y las condiciones de am-
plificación mediante PCR usadas para RACE” se refiere al diseño de las secuencias de oligonucleótidos y condiciones
experimentales idóneas para obtener el amplificón específico deseado. Entre estas condiciones idóneas se encuentra la
compatibilidad entre los diversos oligonucleótidos diseñados a partir de la secuencia del gen de interés/fragmento de
cDNA problema, con los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE. Como oligonucleótidos diseñados se entiende: un par
de cadenas de nucleótidos, la primera (oligonucleótido upstream) con secuencia idéntica a una región de un DNA con-
creto, y la otra (oligonucleótido downstream) complementaria a otra secuencia del mismo DNA localizada en una re-
gión en dirección 3’ del primer oligonucleótido. (Kleppe et al. (1971) Studies on polynucleotides. XCVI. Repair repli-
cations of short synthetic DNA’s as catalyzed by DNA polymerases. J. Mol. Biol. 56: 341-361; Mullis KB, Faloona FA.
(1987) Specific synthesis of DNA in vitro vía a polymerase-catalyzed chain reaction. Methods Enzymol. 155:335-350).
Tal como se utiliza en la presente invención, el término “clonar” se refiere a la inserción de una secuencia de
DNA en un vector que puede ser propagado en un organismo huésped, generando un elevado numero de copias de
la secuencia (Sambrook J y Russell DW (2001) Molecular cloning, a laboratory manual. CSHL Press, New York.
Volumen 2, Páginas 1.1-1.133).
Por “gen de interés” se entiende cualquier unidad de transcripción que codifique para una proteína cuya actividad
sea biológica, terapéutica o biotecnológicamente interesante y relevante para la sociedad.
Tal como se utiliza en esta invención, el término “fragmento de cDNA” se refiere a una doble cadena de DNA
obtenida a partir de una cadena de mRNA mediante el uso de una transcriptasa reversa, primero, y la subsiguiente
copia de esta cadena mediante distintos procedimientos que usen una DNA polimerasa (Sambrook J y Russell DW
(2001) Molecular cloning, a laboratory manual. CSHL Press, New York. Volumen 2, Páginas 11.3.-11.5).
Tal como se utiliza en la presente invención, el término “construcción genética” se refiere a una secuencia de DNA
que puede ser utilizada para transferir otras secuencias de DNA de un organismo a otro. (Sambrook J y Russell DW
(2001) Molecular cloning, a laboratory manual. CSHL Press, New York. Volumen 2, Páginas 1.1-1.170)
Por “oligonucleótido 5’-RACE” se entiende una cadena sintética de oligonucleótidos diseñada para hibridar en
la región extra añadida al cDNA en su región 5’ (Sambrook J y Russell DW (2001) Molecular cloning, a laboratory
manual. CSHL Press, New York. Volumen 2, Páginas 8.54-8.60).
Por “oligonucleótido 3’-RACE” se entiende una cadena sintética de oligonucleótidos diseñada para hibridar en
la región extra añadida al cDNA en su región 3’ (Sambrook J y Russell DW (2001) Molecular cloning, a laboratory
manual. CSHL Press, New York. Volumen 2, Páginas 8.61-8.65).
Un objeto de la presente invención lo constituye un procedimiento para optimizar los oligonucleótidos y las con-
diciones de amplificación mediante PCR, usadas para RACE, que engloba los siguientes pasos:
a) clonaje del gen de interés/fragmento de cDNA problema en una construcción genética que comprende
los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE flanqueando las extremidades del gen de interés/fragmento de
cDNA problema;
b) amplificación de fragmentos de DNA mediante PCR a partir del vector citado en el apartado a), usando un
oligonucleótido de secuencia conocida del gen de interés/fragmento de cDNA problema y otro correspon-
diente al 5’-RACE o al 3’-RACE;
c) determinación del tamaño de los amplificones obtenidos. Un objeto particular de la presente invención es
una construcción genética de la presente invención que es constituida por un secuencia de nucleótidos, en
el cual se puede clonar cualquier gen de interés/fragmento de cDNA problema, y cuyas extremidades están
flanqueadas por los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE y que permite comprobar la compatibilidad entre
los oligonucleótidos necesarios para la amplificación del gen de interés/fragmento de cDNA problema.
Un objeto particular de la presente invención lo constituye una construcción genética en que la secuencia de
nucleótidos, en el cual se puede clonar cualquier gen de interés/fragmento de cDNA problema, y que se encuentra
flanqueada por los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE usados para la amplificación por PCR, corresponde a un
polylinker.
Tal como se utiliza en la presente invención, el término “polylinker” se refiere a una secuencia de DNA relativa-
mente corta que contiene un número elevado de dianas para enzimas de restricción (Sambrook J y Russell DW (2001)
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Un objeto particular de la presente invención lo constituye un vector de clonaje/expresión de estructura circular
y cerrada que comprende la construcción genética de la presente invención, descrita anteriormente, y que ha sido
denominado vector “sense” de tipo A (ver esquema Apartado 7). De esta forma, es posible realizar los ensayos para
optimizar la amplificación y asegurar el éxito de la técnica RACE.
Tal como se utiliza en la presente invención, el término “vector de clonaje” se refiere a una secuencia de nucleótidos
que permite clonar un gen de interés/fragmento de cDNA problema y que presentan en su estructura, entre otros,
un origen de replicación, resistencia a antibióticos y una zona de clonaje donde es insertado la secuencia del gen de
interés/fragmento de cDNA problema del que se quiere amplificar su secuencia completa. Como “vector de expresión”
nos referimos a una secuencia de nucleótidos que presenta en su estructura, entre otros, un origen de replicación,
resistencia a antibióticos y una zona de clonaje, donde es insertado la secuencia del gen de interés/fragmento de
cDNA problema, flanqueada por una región promotora en posición upstream y una secuencia de poliadenilación en
posición downstream. El vector de clonaje/expresión puede ser, entre otros, una estructura circular y cerrada que
presenta un polylinker donde se encuentran los sitios de reconocimiento para enzimas de restricción y donde se clona
el gen de interés/fragmento de cDNA problema, o también puede ser una estructura linear y abierta con extremos
romos a los cuales se les ha añadido un nucleótido T en posición 3’, y donde se clona el gen de interés/fragmento de
cDNA problema (Sambrook J y Russell DW (2001) Molecular cloning, a laboratory manual. CSHL Press, New York.
Volumen 2, Páginas 1.1-1.170; Papp et al. (1995) Cloning of PCR fragments with a modified M13mp18 T-vector.
Trends Genet 11:169).
Tal como se utiliza en la presente invención, el término “vector sense” se refiere a una de las dos posibles dispo-
siciones en las que se encuentran los dos sitios de restricción únicos que flanquean el lugar de clonación (polylinker
o secuencia cortada con una T en su extremo 3’) con respecto a las secuencias reconocidas por los oligonucleótidos
RACE.
Otro objeto particular de la presente invención lo constituye un vector de clonaje/expresión similar al vector de tipo
A pero con el polylinker en orientación antisentido, para minimizar la posibilidad de que el gen de interés/fragmento de
cDNA problema sea clonado en orientación antisentido. Este tipo de vector se denomina vector “antisense” de tipo A.
Tal como se utiliza en la presente invención, el término “orientación antisentido” se refiere a aquella en la que la
hebra complementaria de una cadena de DNA adquiere la posición que ocupaba esta última. (Lewin (2000) Genes VII
Oxford University Press).
Tal como se utiliza en la presente invención, el término “vector antisense” se refiere al que posee los dos sitios de
restricción únicos que flanquean el lugar de clonación (polylinker o secuencia cortada con una T en su extremo 3’)
en disposición alternativa a la del “vector sense”con respecto a las secuencias reconocidas por los oligonucleótidos
RACE.
Otro objeto particular de la presente invención es una construcción genética en que las secuencias de oligonucleóti-
dos 5’-RACE y 3’-RACE y los sitios de restricción están flanqueando una zona de clonaje cortada con extremos romos
a los que se añade una T en posición 3’. Esta construcción genética dispone de, al menos, una diana de restricción entre
la zona de clonaje y cada una de las secuencias de oligonucleótidos 5’- RACE y 3’-RACE. El tipo de construcción
genética con extremos romos a los que se añade una T en posición 3’ está presente normalmente en vectores para
clonación de DNA obtenido mediante PCR, pues la enzima DNA polimerasa usada en este tipo de reacción incorpora
una A en el extremo 3’ de la cadena de DNA recién formada.
Otro objeto de la presente invención es un vector de clonaje/expresión de estructura linear y abierta que comprenda
la anterior construcción genética y que el sistema formado permita clonar directamente el gen de interés/fragmento
de cDNA problema, obtenido mediante PCR, en el vector y realizar los ensayos para optimizar la amplificación y
asegurar el éxito de la técnica RACE. Este tipo de vector “sense” lo denominamos de tipo B.
Otro objeto particular de la presente invención es un vector de clonaje/expresión similar al vector de tipo B des-
crito anteriormente pero con dianas de restricción únicas flanqueando el sitio de clonación en orientación antisentido,
para de esta forma minimizar la posibilidad de que el gen de interés/fragmento de cDNA problema sea clonado en
orientación antisentido. Este tipo de vector se denomina vector “antisense” de tipo B.
Un objeto particular de la presente invención lo constituye un vector de clonaje/expresión de la presente invención
que puede ser, entre otros, un plásmido; aunque podría tratarse también de un fago, un cósmico u otro vector derivado
de todos estos.
Tal como se utiliza en esta invención, el término “plásmido” se refiere a cualquier molécula de DNA circular que,
al ser introducida en una bacteria, es capaz de replicarse de manera independiente al propio cromosoma bacteriano.
(Lewin (2000) Genes VII Oxford University Press).
Otro objeto adicional de la presente invención lo constituye el uso de la construcción genética de la presente
invención para el chequeo del grado de compatibilidad de diversos oligonucleótidos, diseñados a partir de la secuencia
del gen de interés/fragmento de cDNA problema, con los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE. De esta forma, es
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Un objeto adicional de la presente invención lo constituye el uso del vector de clonaje/expresión, que comprende la
construcción genética de la presente invención, para el chequeo del grado de compatibilidad de diversos oligonucleó-
tidos, diseñados a partir de la secuencia del gen de interés/fragmento de cDNA problema, con los oligonucleótidos
5’-RACE y 3’-RACE. De esta forma, es posible optimizar los oligonucleótidos y las condiciones de amplificación
mediante PCR usadas para RACE.
Descripción de las figuras
En las figuras incluidas en este apartado se incluyen cuatro esquemas relativos a los cuatro tipos de vectores que
se describen en esta Memoria.
Figura 1
Esquema de un vector de tipo A con orientación sentido (vector “sense”)
Los vectores tipo A contienen un polylinker con un número variable de sitios de reconocimiento para enzimas de
restricción (que por motivos de simplicidad se representan en el esquema mediante las letras a y b). Flanqueando este
polylinker se encuentran dos secuencias específicas de los oligonucleótidos 5’-RACE (5’oligonucleótido) y 3’-RACE
(3’oligonucleótido).
Figura 2
Esquema de un vector de tipo A con orientación antisentido (vector “antisense”)
Los vectores tipo A denominados “antisense” contienen un polylinker en orientación inversa, con un número
variable de sitios de reconocimiento para enzimas de restricción (que por motivos de simplicidad se representan en
el esquema mediante las letras a y b). Flanqueando el polylinker se encuentran dos secuencias específicas de los
oligonucleótidos 5’-RACE (5’oligonucleótido) y 3’-RACE (3’oligonucleótido).
Figura 3
Esquema de un vector de tipo B con orientación sentido (vector “sense”)
Los vectores de tipo B se caracterizan por estar cortados con extremos romos a los cuales se les ha añadido una T en
posición 3’. Este tipo de vectores se usan habitualmente para clonar bandas de PCR pues la enzima usada para este tipo
de reacción incorpora una A en el extremo 3’ de la cadena de DNA que se forma. Flanqueando este sitio de clonación
se encuentran sendos sitios de restricción (indicados con a y b) y dos secuencias específicas de los oligonucleótidos
5’-RACE (5’oligonucleótido) y 3’-RACE (3’oligonucleótido).
Figura 4
Esquema de un vector de tipo B con orientación antisentido (vector “antisense”)
Los vectores de tipo B denominados “antisense” se caracterizan por estar cortados con extremos romos a los
cuales se les ha añadido una T en posición 3’, y por tener los sitios de restricción a y b en orientación inversa. Este
tipo de vectores se usan habitualmente para clonar bandas de PCR pues la enzima usada para este tipo de reacción
incorpora una A en el extremo 3’. Flanqueando este sitio de clonación se encuentran sendos sitios de restricción
(indicados con a y b) y dos secuencias específicas de los oligonucleótidos 5’-RACE (5’oligonucleótido) y 3’-RACE
(3’oligonucleótido).
Ejemplos de realización de la invención
En la presente invención se ha propuesto por primera vez un procedimiento para optimizar los oligonucleótidos
y las condiciones de amplificación mediante PCR, usadas para RACE. En este procedimiento se utiliza una cons-
trucción genética con características particulares, que insertada en un vector podría ser utilizada para comprobar las
combinaciones de oligonucleótidos usados para la amplificación de un gen de interés/fragmento de cDNA. Este tipo
de construcción genética permitiría asegurar la compatibilidad de los oligonucleótidos con el gen de interés/fragmento
de cDNA problema y optimizar las condiciones de amplificación mediante PCR capaces de generar un amplificón es-
pecífico. Para este efecto, esta construcción genética debe permitir la clonación de cualquier gen de interés/fragmento
de cDNA problema, estando ésta flanqueada por las secuencias de los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE. Dos
tipos de construcciones genéticas son descritas en esta invención, que se encuentran insertadas en vectores de clo-
naje/expresión. El vector de tipo A que dispone de las secuencias de oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE, usadas
para la amplificación por PCR, flanqueando un polylinker, donde es clonado el gen de interés/fragmento de cDNA
problema (Figura 1). Alternativamente, también es descrito el vector de tipo B que presenta las secuencias de oligo-
nucleótidos 5-RACE’ y 3’-RACE flanqueando un sitio cortado con extremos romos a los que se ha añadido una T en
posición en 3’, y donde es clonado el gen de interés/fragmento de cDNA problema (Figura 3). El vector de tipo B
permite así, clonar directamente el gen de interés/fragmento de cDNA problema que ha sido obtenido por PCR. Para
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es necesario disponer de vectores similares a los vectores de tipo A y B pero con orientación antisentido. En el caso
de vectores “antisense” de tipo A, el polylinker se encuentra en disposición antisentido (Figura 2). En los vectores de
tipo B denominados “antisense”, los sitios de reconocimiento para enzimas de restricción se encuentran en orientación
antisentido (Figura 4).
Supongamos que disponemos de la siguiente secuencia parcial de un cDNA problema:
ctgggtaccaaccccagaactttccttcctgagcagagtcaggacatccagtcgcacatgcaaacagcgagctcttccttccct ctgcagggctatccctatcagtcc
cctggtcttcccagtcccccctatcagctgatg
en donde las secuencias en negrita representan de izquierda a derecha los sitios de reconocimiento de las enzimas de
restricción Kpnl y PvuII, respectivamente. Las secuencias subrayadas, denominadas “1” y “2” de izquierda a derecha,
son las correspondientes a los oligonucleótidos usados para llevar a cabo la técnica RACE. En este ejemplo se citan sólo
dos secuencias, pero en principio podrían ser más. Se pueden diseñar dos oligonucleótidos (sense y antisense) en cada
una de las regiones mencionadas, que denominamos sensel (ctttccttcctgagcagagt), antisensel (actctgctcaggaaggaaag),
sense2 (caaacagcgagctcttcctt), antisense2 (aaggaagagctcgctgtttg).
Supongamos también que los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE son respectivamente: atcgtgtccatcgatgtctg y
acgaacaatgcaacgtcgag.
Queremos estudiar el grado de compatibilidad de los oligonucleótidos diseñados sensel, sense2, antisensel y anti-
sense2 con los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE.
Ejemplo 1
Uso del vector con polylinker (vector de tipo A) para determinar la compatibilidad entre oligonucleótidos
El vector de tipo A dispone de un polylinker (que en este caso concreto vamos a suponer constituido por los sitios
EcoRI, Kpnl, Pvull y SanI), flanqueado por las secuencias específicas de los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE.
La secuencia en esta zona del vector “sense” de tipo A sería, por ejemplo, la siguiente:
...TGTATCGTGTCCATCGATGTCTGTCG....(100 bases)...CCT GAATTCTAGGTACCGACAGCTGCGGTC
GACCTA...(100 bases)...GCGCTCGACGTTGCATTGTTCGTCA...
cuyas regiones en negrita se corresponden, de izquierda a derecha, con el oligonucleótido 5’-RACE, los sitios Eco-
RI, KpnI, PvuII y SalI, y el oligonucleótido 3’-RACE. El resto de secuencia representada con puntos suspensivos
corresponde a aquella propia del vector con su origen de replicación, resistencia a antibióticos, etc.
La región adyacente al polylinker en la modalidad antisense estaría dispuesta del modo siguiente:
...TGTATCGTGTCCATCGATGTCTGTCG.... (100 bases)...CCTGTCGACCGCAGCTGTCGG TACCTAGA
ATTCCTA...(100 bases)...GCGCTCGACGTTGCATTGTTCGTCA...
cuyas regiones en negrita se corresponden, de izquierda a derecha, con el oligonucleótido 5’-RACE, los sitios SalI,
PvuII, KpnI y EcoRI, y el oligonucleótido 3’-RACE. La región representada con puntos suspensivos sería idéntica a
aquella mencionada para el caso sense.
El fragmento de cDNA problema puede ser clonado en el polylinker de un vector tipo A sense en los sitios KpnI
(ggtacc) y PvuII (cagctg) del plásmido:
...TGTATCGTGTCCATCGATGTCTGTCG....(100 bases)...CCTGAATTCTAGGTACCaacccc agaactttccttcctg
agcagagtcaggacatccagtcgcacatgcaaacagcgagctcttccttccctctgcagggctatccctatc agtcccctggtcttcccagtcccccctatCAGCTG
CGGTCGACCTA... (100 bases)...GCGCTCGACGTT GATTGTTCGTCA...
En caso de necesidad se puede insertar en sentido antiparalelo mediante su clonación en el plásmido tipo A anti-
sense, usando las dianas EcoRI y SalI, del siguiente modo:
...TGTATCGTGTCCATCGATGTCTGTCG....(100 bases)...CCTGTCGACCGCAGCTGataggggggactgggaaga
ccaggggactgatagggatagccctgcagagggaaggaagagctcgctgtttgcatgtgcgactggatgtcctgactctgctcaggaaggaaagttctggggttGGTA
CCTAGAATTCCTA...(100 bases)...GCGCTCG ACGTTGCATTGTTCGT CA...
Con estas construcciones es posible llevar a cabo reacciones de PCR para optimizar las reacciones que usan todas
las posibles combinaciones de oligonucleótidos. Seguidamente se muestra una tabla con los tamaños de amplificón
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Vector sense de tipo A Vector antisense de tipo A
5’-RACE/sensel no aplicable 253 pb
5’-RACE/antisensel 170 pb no aplicable
5’-RACE/sense2 no aplicable 212 pb
5’-RACE/antisense2 211 pb no aplicable
3’-RACE/sensel 253 pb no aplicable
3’-RACE/antisensel no aplicable 170 pb
3’-RACE/sense2 212 pb no aplicable
3’-RACE/antisense2 no aplicable 211 pb
Ejemplo 2
Uso de vector con extremos T-protuberantes (vector de tipo B) para determinar la compatibilidad entre oligonucleó-
tidos
El vector de tipo B dispone de un sitio de clonación con extremos T-protuberantes para clonar DNA amplificado
por PCR. Este sitio esta flanqueado por dianas de restricción y las secuencias específicas de los oligonucleótidos 5’-
RACE y 3’-RACE.
En este ejemplo, la secuencia en esta zona del vector sense de tipo B podría ser la siguiente:
...TGTATCGTGTCCATCGATGTCTGTCG....(100 bases)...CCTGAATTCTAT [*] CGGTCGA CTA...(100 ba-
ses)...GCGCTCGACGTTGCATTGTTCGTCA...
cuyas regiones en negrita se corresponden, de izquierda a derecha, con el oligonucleótido 5’-RACE, el sitio EcoRI,
la T protuberante usada para clonar bandas de PCR, el sitio SalI y el oligonucleótido 3’-RACE. El asterisco incluido
entre corchetes representa el sitio de clonación cortado. El resto de secuencia representada con puntos suspensivos
corresponde a aquella propia del vector con su origen de replicación, resistencia a antibióticos, etc.
La región adyacente al polylinker en la modalidad antisense estaría dispuesta del modo siguiente:
...TGTATCGTGTCCATCGATGTCTGTCG....(100 bases)...CCTGTCGCGT [*] TAGAATT CCTA...(100 ba-
ses)...GCGCTCGACGTTGCATTGTTCGTCA... cuyas regiones en negrita se corresponden, de izquierda a derecha,
con el oligonucleótido 5’-RACE, el sitio SalI, la T protuberante usada para clonar bandas de PCR, el sitio EcoRI, y
el oligonucleótido 3’-RACE. El asterisco incluido entre corchetes representa el sitio de clonación cortado. La región
representada con puntos suspensivos sería idéntica a aquella mencionada para el caso sense.




En caso de necesidad se puede insertar en sentido antiparalelo mediante su clonación en el plásmido antisense de




Con estas construcciones es posible llevar a cabo reacciones de PCR para optimizar las reacciones que usan todas
las posibles combinaciones de oligonucleótidos. Seguidamente se muestra una tabla con los tamaños de amplificón
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Vector sense de tipo B Vector antisense de tipo B
5’-RACE/sensel no aplicable 257 pb
5’-RACE/antisensel 174 pb no aplicable
5’-RACE/sense2 no aplicable 216 pb
5’-RACE/antisense2 215 pb no aplicable
3’-RACE/sensel 257 pb no aplicable
3’-RACE/antisense1 no aplicable 174 pb
3’-RACE/sense2 216 pb no aplicable
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para optimizar los oligonucleótidos y las condiciones de amplificación mediante PCR usadas para
RACE, caracterizado porque el gen de interés/fragmento de cDNA problema es clonado en una construcción genética,
que comprende los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE flanqueando las extremidades del gen de interés/fragmento
de cDNA problema.
2. Procedimiento para optimizar los oligonucleótidos y las condiciones de amplificación mediante PCR usadas
para RACE, según reivindicación 1, caracterizado porque incluye los siguientes pasos:
a) clonaje del gen de interés/fragmento de cDNA problema en una construcción genética que comprende
los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE flanqueando las extremidades del gen de interés/fragmento de
cDNA problema;
b) amplificación de fragmentos de DNA mediante PCR a partir del vector citado en el apartado a), usando un
oligonucleótido de secuencia conocida del gen de interés/fragmento de cDNA problema y otro correspon-
diente al 5’-RACE o al 3’-RACE;
c) determinación del tamaño de los amplificones obtenidos.
3. Construcción genética utilizada en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizada porque com-
prende una secuencia de nucleótidos en el cual se puede clonar cualquier gen de interés/fragmento de cDNA problema,
y cuyas extremidades están flanqueadas por los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE.
4. Construcción genética utilizada en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, según la reivindicación 3,
caracterizada porque comprende un polylinker flanqueado por los oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE.
5. Construcción genética utilizada en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, según las reivindicaciones 3
y 4, caracterizada porque el gen de interés/fragmento de cDNA problema se clona en un polylinker.
6. Vector de clonaje/expresión utilizado en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque
es una estructura circular cerrada y comprende la construcción genética según las reivindicaciones 3 a 5.
7. Vector de clonaje/expresión utilizado en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, según reivindicación 6,
caracterizado porque ha sido denominado por vector “sense” de tipo A.
8. Construcción genética utilizada en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, según la reivindicación 3
y 4, caracterizada porque el gen de interés/fragmento de cDNA problema se clona en un polylinker en orientación
antisentido, permitiendo el clonaje en orientación antisentido.
9. Vector de clonaje/expresión utilizado en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque
es una estructura circular cerrada y comprende la construcción genética según la reivindicación 8.
10. Vector de clonaje/expresión utilizado en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, según reivindicación
9, caracterizado porque ha sido denominado por vector “antisense” de tipo A.
11. Construcción genética utilizada en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, según la reivindicación 3,
caracterizada porque comprende una zona de clonaje con extremos T protuberantes flanqueado por los oligonucleó-
tidos 5’-RACE y 3’-RACE, y que dispone de, al menos, una diana de restricción entre la zona de clonaje y cada una
de las secuencias de oligonucleótidos 5’-RACE y 3’-RACE.
12. Construcción genética utilizada en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, según la reivindicación 11,
caracterizada porque el gen de interés/fragmento de cDNA problema se clona en la zona con extremos T protuberan-
tes.
13. Construcción genética utilizada en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, según las reivindicaciones
11 y 12, caracterizada porque el gen de interés/fragmento de cDNA problema se obtiene necesariamente por PCR.
14. Vector de clonaje/expresión utilizado en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque
es una estructura linear abierta y comprende la construcción genética según las reivindicaciones 11 a 13.
15. Vector de clonaje/expresión utilizado en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, según reivindicación
14, caracterizado porque ha sido denominado por vector “sense” de tipo B.
16. Construcción genética utilizada en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, según la reivindicación 11,
caracterizada porque el gen de interés/fragmento de cDNA problema se clona en la zona con extremos T protuberan-
tes y las dianas de restricción se disponen en orientación antisentido con respecto a las secuencias de oligonucleótidos
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17. Construcción genética utilizada en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, según la reivindicación 16,
caracterizada porque el gen de interés/fragmento de cDNA problema se obtiene necesariamente por PCR.
18. Vector de clonaje/expresión utilizado en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque
es una estructura linear abierta y comprende la construcción genética según la reivindicación 16 y 17.
19. Vector de clonaje/expresión utilizado en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, según reivindicación
18, caracterizado porque ha sido denominado por vector “antisense” de tipo B.
20. Vector de clonaje/expresión utilizado en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, según reivindicaciones
6, 7, 9, 10, 14, 15, 18 y 19 caracterizado porque pertenece, entre otros, al grupo de plásmidos, fagos, cósmidos y
derivados.
21. Uso de la construcción genética utilizada en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, según las reivin-
dicaciones 3, 4, 5, 8, 11, 12, 13, 16 y 17 para el chequeo del grado de compatibilidad de diversos oligonucleótidos
diseñados a partir de la secuencia de dicho gen de interés/fragmento de cDNA problema, con los oligonucleótidos 5’-
RACE y 3’-RACE y que permita optimizar las condiciones de amplificación mediante PCR adecuadas para obtener el
amplificón específico.
22. Uso del vector de clonaje/expresión utilizado en el procedimiento de las reivindicaciones 1 y 2, según las rei-
vindicaciones 6, 7, 9, 10, 14, 15, 18, 19 y 20 para el chequeo del grado de compatibilidad de diversos oligonucleótidos
diseñados a partir de la secuencia de dicho gen de interés/fragmento de cDNA problema, con los oligonucleótidos 5’-
RACE y 3’-RACE y que permita optimizar las condiciones de amplificación mediante PCR adecuadas para obtener el
amplificón específico.
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